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Abstract
AIM: To compare the yield of recombinant 
hepatitis C virus (HCV) in different cell lines.

METHODS: BHK-21, HepG2 and SMMC7721 
cells were co-transfected with recombinant 
plasmid pT7HCV and pVHCV, respectively, fol-
lowed by infection with vTF7-3 vaccinia viruses. 
Ninety-six hours later, the presence of HCV 
RNA in culture supernatants was detected by 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR). The titers of HCV were measured by 
fluorescent quantitative PCR (FQ-PCR). The ex-
pression of HCV antigens was detected by West-

ern blot.

RESULTS: HCV RNA was detectable in all cul-
ture supernatants. The titers of HCV in BHK-21, 
HepG2 and SMMC7721 cells were (2.97 ± 0.28) 
× 107, (1.99 ± 0.17) × 105, (1.19 ± 0.17) × 105 (cop-
ies/mL), respectively. The expression of HCV 
E2, NS3 and NS5 antigens could be detected in 
all the three cell lines.

CONCLUSION: Recombinant HCV can be pro-
duced in BHK-21, HepG2 or SMMC7721 cells. 
The yield of recombinant HCV is highest in 
BHK-21 cells.

Key Words: Hepatitis C virus; Vaccinia virus; Fluo-
rescent quantitative PCR
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摘要
目的: 探讨痘苗病毒辅助的重组丙型肝炎病
毒制备体系中生产细胞的选择. 

方法: 将已构建好的质粒pT7HCV及pVHCV
分别共转染BHK21, HepG2, SMMC7721细胞
株, 4 h后用痘苗病毒感染细胞, 96 h后用RT-
PCR检测HCV的RNA表达, 用荧光定量PCR
方法检测培养上清中R N A的拷贝数 ,  并用
Western blot检测结构蛋白E2以及非结构蛋白
NS5的表达. 

结果: RT-PCR检测到各细胞株培养上清中均
有HCV的RNA的存在, 定量PCR显示RNA的
拷贝数在BHK21, HepG2, SMMC7721细胞中
的产量分别为(2.97±0.28)×107, (1.99±0.17)
×105, (1.19±0.17)×105(copies/mL). Western 
blot检测到在这3种生产细胞中均有HCV非结
构蛋白NS5的表达.

结论: BHK21, HepG2, SMMC7721细胞株均可
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■背景资料
丙 型 肝 炎 病 毒
(HCV)体外不易
培养 ,  导致HCV
药物研发进展缓
慢. 本研究拟通过
优化痘苗病毒辅
助生产体系达到
规模化体外培养
HCV病毒颗粒的
目的.

■同行评议者
谭德明, 教授, 中
南大学湘雅医院
感染病科



生产出重组丙型肝炎病毒颗粒, 且以BHK21为
生产细胞株时产量最高.

关键词: 重组丙型肝炎病毒; 痘苗病毒; 荧光定量聚

合酶链式反应
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0  引言

HCV感染是慢性肝病和肝癌的主要致病原因之

一. 然而, 由于缺乏有效的HCV体外培养体系, 
针对HCV的药物研发工作进展受到严重制约, 
目前还没有一种可以用于广泛接种预防HCV的

特异性药物投入生产. 本实验室目前已经初步

建立了以痘苗病毒辅助的重组HCV体外生产的

体系, 同时, 为了便利该体系规模化应用, 我们

拟尝试性使用该制备体系以多种细胞系为生产

细胞体外培养HCV, 为该体系规模化应用提供

客观依据.

1  材料和方法

1.1 材料 DMEM, opti-MEM培养基购自Gibco公
司; 脂质体LipofectamineTM 2000购自Invitrogen
公司; 小牛血清购自Hyclone公司; 胰蛋白酶、无

RNA酶的DNA酶、无DNA酶的RNA酶和蛋白

酶K均购自Promega公司; DNaseⅠ购自TaKaRa; 
抗NS5蛋白的鼠多克隆抗体购自Biodes ign公
司; HRP-兔抗鼠IgG购自博士德生物技术公司; 
QIAamp® Viral RNA提取试剂盒自Qiagen公司;  
HCV核酸扩增(PCR)荧光检测试剂盒购自广州

达安试剂公司. AMV Reverse Transcriptase购自

Promega公司. RNAsin购自ToYoBo公司. 重组

质粒pT7HCV和pVHCV由本室构建; 重组痘苗

病毒vTF7-3由冯愈博士惠赠; BHK21, HepG2,  
SMMC7721细胞由本室保存. GeneAmp PCR 
system 2400(PE公司), 自动凝胶成像分析仪(英
国Syngene公司), DYY-Ⅲ-5型电泳仪, DYCP-
31D型电泳槽(北京六一仪器厂); 荧光定量PCR 
ABI Prism7000; Beckman Coulter OptimaTM 
L-100XP Ultracentrifuge.
1.2 方法 
1.2.1 重组HCV的培养: 在六孔板中每空接种

5×105个BHK21, HepG2, SMMC7721细胞, 用
DMEM10培养基在37℃、50 mL/L CO2培养箱
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中培养过夜. 第2天按脂质体Lipofectam ineTM 
2000说明书步骤将pT7HCV和pVHCV共转染

细胞, 其中pT7HCV含有T7启动子和终止子控

制下的HCV的全长cDNA. pVHCV含有痘苗病

毒晚起启动子控制下的H C V前体蛋白开放阅

读框架序列. 4 h后, 每孔加入100 μL重组痘苗

病毒vTF7-3(1012 PFU/L), 此重组痘苗病毒表

达T7RNA聚合酶, 直接指导PT7HCV转录HCV 
RNA, 并且直接指导前体蛋白的表达. 2 h后, 吸
去培养上清, 用无血清DMEM洗涤3次, 每孔加

入4 mL DMEM2.5, 37℃, 50 mL/L CO2培养箱

中培养. 细胞培养96 h后, 收集培养上清, 1000 
r/min离心10 min, 分离上清与沉淀, 分别于-20℃
冻存并检测.
1.2.2 RT-PCR检测重组HCV基因组RNA: 取细

胞培养上清用0.22 μm的滤膜过滤, 取滤过培养

上清200 μL, 加入10 U的DNA酶和20 U的RNA
酶, 37℃水浴中孵育1 h, 加蛋白酶K至终浓度为

100 mg/L, 37℃孵育30 min. 处理后的细胞培养

上清用Qiagen病毒RNA提取试剂盒提取HCV
基因组RNA, 提取物用RNAFREE的DNase于
37℃水浴处理30 min以除去可能的DNA污染. 用
HCV 5'-UTR的特异性引物进行PCR鉴定, 以证

实质粒DNA是否彻底去除. 将提取的病毒RNA
进行逆转录反应, 引物采用随机引物Random 
Primer 9. 应用HCV 5'-UTR的特异性引物, 将逆

转录的cDNA进行PCR反应, 上游引物为5'-GCA 
CAA ATC CAA AAC CCC AAA GAA AAA-3'(nt 
346-372), 下游引物为5'-GAC GAG CGG AAT 
GTA CCC CAT GAG GTC GGC-3'(nt 761-732). 
反应条件: 94℃ 5 min; 94℃ 30 s, 55℃ 30 s, 72℃ 
30 s; 35个循环, 72℃延伸10 min.
1.2.3 Western blot检测重组HCV蛋白在细胞中

的表达: 培养后的细胞用胰蛋白酶消化后, 用
15 mL离心管离心沉淀, 用TBST缓冲液洗涤细

胞3次; 每1×106个细胞加入40 μL SDS上样缓

冲液, 100℃煮沸10 min裂解细胞, 用39 g/L浓缩

胶、120 g/L分离胶进行SDS-PAGE电泳; 将电泳

后的SDS-PAGE胶在冷却条件下45 V、2 h转印

PVDF膜; 转印后的PVDF膜用含50 g/L脱脂奶粉

的TBST缓冲液室温封闭2 h; 封闭后的PVDF膜
用TBST缓冲液洗涤3×10 min, 加1∶100稀释的

抗HCV非结构蛋白NS5多抗以及加1∶5000稀
释的抗HCV结构蛋白E2多抗作为一抗, 4℃孵育

过夜; 然后用TBST洗涤, 加1∶5000稀释的HRP-
兔抗鼠IgG室温孵育1 h; 然后用TBST洗涤3×10 
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■研发前沿
目前该领域的研
究热点是如何建
立HCV大规模体
外 培 养 体 系 ,  为
药物的研发以及
疫苗的研制提供
条件. 目前, 关于
H C V 感 染 的 机
制、复制的方式
还存在许多尚未
解决的问题.

■相关报道
Heller et al已构建
了较先进的HCV
核酶表达系统, 该
法操作简单, 但生
产体系欠稳定, 产
量不高.
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min, ECL显色.
1.2.4 荧光定量PCR检测细胞培养上清中重组

HCV的拷贝数: 收集细胞培养上清, RNA酶处理

后取160 μL, 用Qiagen病毒RNA提取试剂盒提取

HCV基因组RNA, 提取物用RNAFREE的DNase
于37℃水浴处理30 min以除去可能的DNA污染, 
使用丙型肝炎病毒荧光定量PCR检测试剂盒, 用
HCV 5'-UTR的特异性引物和探针PCR反应, 检
测HCV基因组RNA拷贝数.

2  结果

2.1 各种细胞培养上清中HCV RNA的表达 人工

构建的质粒PT7 HCV及PV HCV共转染BHK21, 
HepG2, SMMC7721细胞株, 4 h后用痘苗病毒感

染细胞, 96 h后用RT-PCR检测HCV的RNA表达. 
培养上清提取RNA前后均用DNase消化, PCR鉴
定是否彻底除去质粒DNA的污染. 结果显示: 培
养上清用DNase消化前可以检测到质粒DNA的

存在, DNase消化后未检测到质粒DNA. 3种细胞

培养上清均可以检测到HCV RNA, 而对照组细

胞上清中未发现HCV RNA(图1).

2.2 各种细胞H C V结构蛋白E2和非结构蛋白

NS5的免疫印迹结果 收集病毒培养细胞及上清

进行蛋白质印迹鉴定, 由图2可观察到, 收集的

病毒培养细胞的E2蛋白呈阳性(只感染痘苗病

毒的细胞作为阴性对照), 收集的病毒培养上清

的NS5蛋白呈阳性(只感染痘苗病毒的细胞上清

作为阴性对照), 表明在收集的培养细胞中存在

NS5蛋白, 收集的培养上清中存在E2蛋白.
2.3 FQ-PCR方法测定各种细胞培养上清中HCV
的拷贝数 BHK21, HepG2, SMMC7721作为HCV
的生产细胞 ,  各细胞培养上清中H C V的拷贝

数分别为(2.97±0.28)×107 copies/mL, (1.99±
0.17)×105 copies/mL, (1.19±0.17)×105 copies/
mL(图3).

3  讨论

HCV是输血后非甲非乙型肝炎的主要病因, 丙
型肝炎呈全球性流行, 是终末期肝病的最主要

原因. 目前在HCV分子生物学方面[1-6]的研究已

有很大进步, 但体外大规模培养及其感染的机

制、复制的方式及疫苗研制[7]等问题尚未完全

明确和解决. 首先研究人员建立了复制子体外

培养体系[8-12], 但是病毒复制水平不高, 随后构

建HCV的嵌合体[13-16], 目前较先进的核酶表达系 
统[17-18]体系产量仅可以达到1×105 copies/mL. 并
且生产细胞颇具局限性, 主要以Huh-7为主, 使
得体系产量在很大程度上受到生产细胞的制约. 
此外, Huh-7细胞不易培养, 以此系统为基础的生

产体系产量欠稳定, 比较耗时[10,17-18]. 以Huh-7.5细
胞株为生产细胞时, 体系产量会更高[19], 但仍存

在细胞不易培养的问题. 
本研究小组已经利用并改造VV/T7[20]瞬时

500 bp
250 bp

M  1   2   3   4   5   6  7   8   9  10 11 12

图  1  人工构建的质粒PT7 HCV及PV HCV共转染BHK21, 
HepG2, SMMC7721细胞株后, 培养上清中HCV RNA的PCR
产物凝胶电泳图. M: DL2000; 1: BHK21上清未用DNA酶处

理; 2-3: BHK21上清用DNA酶处理后; 4: 正常BHK21上清; 

5: HepG2上清未用DNA酶处理; 6-7: 转染后HepG2上清用

DNA酶处理后; 8: 正常HepG2上清; 9: SMMC7721上清未用

DNA酶处理; 10-11: 转染后SMMC7721上清用DNA酶处理; 

12: 正常SMMC7721上清. 

图  2  HCV蛋白NS5及E2在BHK21, HepG2,  SMMC7721细胞中
的表达. A: NS5; B: E2. M: 蛋白Marker; 1: 共转染pT7HCV 

和pVHCV的BHK21细胞; 2: BHK21细胞; 3: 共转染pT7HCV 

和pVHCV的HepG2细胞; 4: HepG2细胞; 5: 共转染pT7HCV 

和pVHCV的SMMC7721细胞; 6: SMMC7721细胞.

M      1      2       3      4      5       6
60 kDa

40 kDa

90 kDa
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图  3  FQ-PCR方法测定各种细胞培养上清中HCV的拷贝数. 
A: 检测丙型肝炎病毒质粒标准品中丙型肝炎病毒脱氧核糖

核酸的荧光值Rn循环数变化曲线; B: 标准曲线.
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■创新盘点
本研究通过比较
BHK 21,  HepG2,  
SMMC7721三个
生产细胞株, 拟探
索生产HCV最适
合的细胞株, 本系
统同时也为其他
RNA病毒的生产
提供了一个技术
平台.

■应用要点
本研究通过比较
几株常用细胞株, 
发现在B H K 2 1细
胞中, HCV病毒颗
粒产量最高, 由此
为本系统的进一
步应用提供客观
依据.
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表达系统, 初步建立了痘苗病毒辅助的重组丙

型肝炎病毒生产体系[21,23]. 此体系采用BHK21为

生产细胞, 然而由于痘苗病毒表达对于宿主细

胞选择性较低[22], 为了便利该体系的病毒制备方

式, 我们拟尝试性使用多种细胞株作为生产细

胞, 探索该体系生产HCV时的产量高低.
目前 ,  本实验室利用B H K 2 1,  H e p G 2 ,  

SMMC7721作为生产细胞, 生产重组丙型肝炎

病毒. 对病毒培养上清用DNase和RNase进行处

理, 去除破碎细胞中释放的质粒DNA和未被包

膜蛋白包装的HCV RNA, 只有当RNA被包膜蛋

白包裹才能不被RNA酶降解, 由此可以推断在

培养上清中存在HCV颗粒. DNase和RNase处理

后培养上清RT-PCR结果为阳性. 荧光定量PCR
检测到BHK21, HepG2, SMMC7721上清中HCV
的拷贝数分别为(2.97±0.28)×107 copies/mL, 
(1.99±0.17)×105 copies/mL, (1.19±0.17)×105 
copies/mL. 本系统在以BHK21为生产细胞时, 所
得到的HCV的拷贝数最高, 显示本系统以BHK21

为生产细胞最佳, 可能BHK21易于培养和繁殖, 
痘苗病毒容易在该细胞中复制.

通过此研究探索, 我们发现使用比较通用

的肝癌细胞系时, 该系统均有可能生产出HCV
病毒颗粒, 但以BHK21细胞产量最高, 提示该系

统制备病毒颗粒对细胞选择性低, 由此为本系

统的进一步应用提供客观依据.
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